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摘要 :， 腹 侧 黄斑 小 鼠 (F “9 是 在 Bo 小 鼠 繁 殖 生 产 过 程 中 被 发 现 、 分 离 的 突变 系 小 鼠 ， 呈 单 基因 显 性 遗传 , 其 
头颈 及 躯干 的 腹 侧 为 黄色 。7 “腹部 表皮 多 巴 (+) 黑 色素 细胞 及 毛 吉 内 黑色 素 较 其 背景 品系 Bo 少 ; 腹部 毛发 颜色 
浅黄 、 多 数 无 黑色 素 沉 积 , 但 结构 正常 。 通 过 微 卫 星 标记 与 48 只 Fh RYDE 回 交 D;) 的 连锁 分 析 发 现 ， 突 
变 基因 与 D2Mit229 间 的 LOD 值 为 5.79, 人 确定 连锁 。 随 后, 在 突变 基因 附近 反复 多 次 筛选 新 的 微 卫 星 或 SNP 标记 ， 
通过 对 196 例 F 小 鼠 的 多 次 连锁 分 析 , 将 突变 基因 所 在 区 域 缩小 到 rs13476833(8E0 22 149 804749 bp) 与 
18927370903( 距 着 丝 粒 155 060 764 bp) 间 约 5 256 015 bp 的 范围 内 。 
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Phenotype analysis and mutant gene location of ventral 


yellow mouse (VY?"*) 
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YU LI-Ping”, LIU Gui-Jie WU Bao-Jin^ 


(1. Shanghai SLAC Laboratory Animal Co., Ltd., Shanghai 201615, China; 2. Laboratory of Experimental Animal Science, 
Hangzhou Normal University, Hangzhou | 310036, China) 


Abstract: The ventri-yellow pigmentation mouse (temporarily named VY?"^) arose spontaneously in the C57BL/6J 
inbred mouse strain, found and bred by Shanghai SLAC Laboratory Animal Co., Ltd. VY” presented a special 
phenotype marked by yellow coat on the ventral surface of neck and trunk that was without melanin deposition but 
maintained a normal structure. The number of melanocytes in epidermis and melanin in hair follicle of the abdominal 
skin of the mutant mouse were less than that of their background strain, while there was no significant difference between 
the dorsal skins of the two strains. This mutant phenotype was inherited as single-gene dominant inheritance, confirmed 
by genetic experiment, and there was no significant difference between VY’”° and B, for other biological parameters such 
as weight, anatomic and histological structures of major organs and blood physiology. When the linkage relationship 
between the genomic DNA samples of F, 48 mice (VY'^D,F,xD;) and mutant phenotype were evaluated, the mutant 
gene was confirmed on chromosome 2 near D2Mit229. New microsatellite and SNP markers were selected to amplify 
genomic DNA samples of 196 F, mice and the mutant gene was narrowed down to 5.3 Mb region between rs/3476833 
and rs27310903 on chromosome 2. The preliminary results of our phenotype analysis and gene location provides a solid 
basis for further identification of this mutant gene. 
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“ 表 型 驱动 ”策略 是 后 基因 组 时 代 小 限 功 能 基 动物 特殊 表 型 的 遗传 基础 ， 进 而 推 知 突变 基因 的 功 
因 研 究 基 本 手段 之 一 。 研 究 者 通 负 针对 具有 特殊 表 能 (Balling, 2001; Caspary, 2010; Stottmann & Beier, 
型 的 突变 系 动 物 , 通过 遗传 学 手段 定位 、 鉴 定 突变 2010)。 从 实验 动物 遗传 学 角度 来 说 , 带 有 突变 基因 
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3 其 施 美 莲 等 ， 腹 侧 黄 斑 小 鼠 的 部 分 特征 及 其 突变 基因 的 染色 体 定位 "T 


HJ 28 AE Z8 ^] BRI d xe E LO E EE VELAT AS AR, B~ 
次 突变 建立 起 来 的 。 突 变 系 小 鼠 与 背景 品系 之 间 表 
型 上 的 差异 正 是 由 一 个 或 少数 儿 个 突变 基因 的 差 
DEAH, 代表 了 相关 突变 基因 的 功能 (Wu et al, 
2009, 2010)。 众 多 的 突变 系 小 忌 不 仅仅 是 功能 基因 
研究 的 好 材料 ,也 是 人 类 疾病 模型 开发 的 资源 库 ， 
而 发 现 、 培 育 具 有 特定 表 型 的 突变 系 小 忌 是 相关 工 
作 的 基础 (Morgan et al, 2010; Wilkinson et al, 2010). 
Hi f] vet XE ^] B8, 79 P R SG E38: SEU JJ] P0 E TE 
RIE C57BL/6J 小 鼠 (简称 Be) 正 常生 产 繁殖 过 程 中 
发 现 并 分 离 的 新 的 突变 系 小 局。 该 小 鼠 是 一 种 非常 
罕见 的 突变 表 型 , KIN AMIT KEM EA 
色 。 本 实验 对 黄斑 突变 系 小 鼠 的 部 分 生物 学 特征 包 
括 皮 肤 不 同 部 位 的 黑色 素 细 胞 及 毛发 进行 了 话 细 
观察， 并 采用 遗传 学 手段 将 突变 基因 定位 到 第 2 与 
染色 体 。 本 文通 过 细致 的 表 型 分 析 结 合 对 突变 基因 
的 定位 鉴定 , 为 建立 相应 的 人 类 疾病 模型 或 功能 基 
因 研究 材料 打下 恨 好 的 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 及 饲养 环境 

腹 侧 黄斑 小 鼠 ， 雌 鼠 40 R, HER 40 R; 成 年 
DBA/2( 简 称 D)) 雌 鼠 40 R, HEBR 40 只 。BALB/c 小 
B3 R, 用 于 毛发 及 皮肤 结构 对 照 。 实 验 小 鼠 均 为 
清洁 级 ， 由 杭州 师范 大 学 实验 动物 中 心 提供 ,实验 
动物 生产 许可 证 :SCXK( 浙 )2011-0048， 实 验 动 物 使 
用 许可 证 : SCXK( 浙 )2011-0157。 动 物 饲 养 在 屏障 
动物 房 内 ,温度 控制 在 (23+2) C, 湿度 控制 在 
($5+5)%， 饲 料 采 用 Cogo 照射 ， 目 由 采 食 和 饮水 , 定 
期 更 换 笼 具 、 垫 料 ( 均 经 高 温 消毒 ),， 室 内 照明 采用 
12/12 h 明暗 交替 。 
123 ”皮肤 切片 的 多 巴 染 色 、 毛发 镜 检 及 主要 脏 器 的 

组 织 病 理学 研究 

取 7 日 龄 腹 侧 黄斑 小 鼠 、Be 小 鼠 和 BALB/c 小 
鼠 的 背部 及 腹部 约 1.5 cmX0.5 cm 大 小 皮 片 , 按照 
文献 所 介绍 多 巴 染 色 步 骤 进 行 切 片 、 染 色 、 观 察 
(Gong & Zhan, 1994)。 取 2 月 龄 腹 侧 黄斑 小 限 和 Be 
两 种 小 女 背 部 及 腹部 的 被 毛 , 经 二 甲 共 湿润 后 欣 
片 、 中 性 树胶 封 回 ， 光 镜 下 观察 。 取 2 月 龄 腹 侧 
黄斑 小 忌 和 Bs 小女 ,解剖 观 聚 大体 结构 ， 并 取 脑 、 
(^. HE. BR. BB. "RS HN. BER SAM 
子宫 卵巢 等 脏 器 组 织 ， BEDEA RE 
BUR o 




































































1.3 血液 生理 指标 测定 

取 2 月 龄 腹 侧 黄斑 小 鼠 和 Bg -h MERES 10 K, 
眼眶 后 静脉 窦 采血 约 300 nL， 置 于 加 有 抗 凝 剂 的 指 

管 中 ， 混 合 均匀 。 经 血液 分 析 仪 (XE HEMAVET, 

型 写 : 950) HEFT ILS JURY Ue 
1.4 遗传 标记 选择 与 定位 用 标本 的 准备 

选用 本 实验 室 建 立 的 39 个 微 卫星 体系 作为 全 
基因 组 扫描 的 标记 (Wu et al, 2003b)， 这 些微 卫星 分 
布 于 小 鼠 基 因 组 的 19 RERA, 在 同一 染色 体 
上 的 遗传 距离 在 30—55 cM 之 间 , 并 且 在 B5 及 Do 
小 眼 之 间 的 差 寞 全 少 在 4bp 以 上 。 

将 腹 侧 黄斑 小 忌 与 Do 小 鼠 配 种 得 到 上 其 有 突变 
表 型 的 Fi 代 小 鼠 ， 再 将 Fi 代 小 忌 回 交 D» RA dh 
得 到 Fo fV hb, 逐个 区 分 Fo 代 个 体 是 否 具 有 突变 
表 型 ; 剪 取 F 每 个 个 体 的 0.3 cm ER, KHE A 
K 消化 、 酌 氯仿 法 提取 基因 组 DNA 备用 。 
1.55 PCR 扩 增 及 连锁 分 析 定 位 突变 基因 

PCR 扩 增 体系 及 扩 增 条 件 ， 依 据 文献 (Wu et al, 
2003b) 进 行 , 扩 增 样品 经 50V 电压 电泳 1—2h, 电泳 
结束 后 , 在 迷 外 灯 下 观察 并 记录 结果 。 根 据 记录 的 凝 
胶 电 泳 结 末 分 析 突 变 表 型 与 多 态 微 卫星 的 天 系 ( 连 
锁 或 重组 )。 采 用 计算 “优势 对 数值 LODS) 方 法 将 
突变 基因 定位 于 小 忌 的 某 一 对 染色 体 上 (Wu et al, 
2003b)。 
1.6 ”突变 基因 的 精细 定位 

在 初步 定位 的 基础 上 , 在 突变 基因 所 在 染色 体 
HJ Jp Hb. EP jue S onn wm EE D RE bsdu 

(http://www. informatics.jax.org/searches/ 

polymorphism form.shtmD， 当 没有 可 以 选择 的 微 卫 
星 标 记 以 后 , 在 MGI 数据 库 中 筛选 SNP 标记 


(Mouse Genome Informatics: http://www.informatics. 












































jax.org/javawi2/ servlet/WIFetch?page-snpQF), AH] 
PCR 产物 直接 测序 的 方法 识别 SNP 标记 的 多 态 性 ， 
同时 利用 更 多 的 Fs 小 鼠 进 行 连锁 分 析 , 将 突变 基因 
MEKI 258^. WETERE ECE 
工程 有 限 公 司 完成 。 
1.7 突变 小 鼠 遗 传 模式 的 确定 及 数据 分 析 方 法 
将 腹 侧 黄斑 小 鼠 与 同 品系 小 忌 配 种 ,观察 记录 
突变 表 型 在 后 代 小 鼠 中 出 现 的 数目 及 比例 , 将 其 与 
单 基因 显 性 及 单 基 因 隐 性 等 遗传 模式 的 理论 值 进 
行 卡 方 检验 。 所 有 统计 学 处 理 在 SPSS11.0 及 Excel 
2003 软件 中 完成 。 两 组 以 上 样本 的 均 数 比较 用 One 
Way ANOVA 分析, 用 Newman-Keuls 法 处 理 组 间 均 




















292 动 物 5 
数 的 两 两 比较 。 
2 fh R 


2.1 腹 侧 黄斑 小 鼠 遗 传 模 式 的 确定 及 部 分 表 型 
特征 
腹 侧 黄斑 小 鼠 已 传 7 W, 黄斑 表 型 稳定 ， 表 现 
为 头颈 鸳 干 腹 侧 面 ( 从 下 颌 至 肛门 ) 被 履 黄 色 被 毛 ， 
黄色 区 域 的 边缘 与 正常 被 毛 在 腹 侧 与 背 侧 交界 区 





Wr R 33 卷 





界线 清楚 ， EA B B Je e i A EE RIR A A 
1)。 我 们 将 腹 侧 页 斑 小 鼠 与 Be 配种, 得 到 的 152 只 
后 代 中 出 现 杀 代 突 变 表 型 小 鼠 78 K, 且 后 代 中 未 
出 现 与 杀 代 不 同 的 新 表 型 ， 将 其 与 单 基 因 显 性 遗传 


模式 比较 得 到 的 卡 方 值 及 已 值 分 别 为 ,2-0.053, P> 


0.75(P=0.819), 确认 突变 基因 的 遗传 模式 为 单 基因 
显 性 遗传 ， 外 显 率 为 100%。 

















图 1 腹 侧 黄斑 小 鼠 外 观 
Fig.1 Appearance of VY 


A) 背景 品系 B6 小 鼠 ， 头 部 及 背部 黑色 ; B) 腹 侧 黄斑 小 鼠 ， 整 个 腹 侧 面 从 下 颌 、 


颈 部 延伸 全 胸 腹 部 均 被 履 黄 色 被 毛 。 


A) Background strain Bg mouse, black head and black body; B) A the entire ventral surface from the lower jaw, neck, chest to abdomen was covered by 


yellow coat. 


7 ELE BIS REESE XE ^] BC RHR A RER 
Zt eL EA] C tec e -E RE AIL TCR CS CIE aR mA Be 
小 鼠 相 比 无 明显 差异 ; Be 小 恨 腹 部 皮肤 毛 宫 黑色 又 
RERS, 7 4813], RAAE ELT C5 3S IRL n 
在 分 布 ; Ta REED PE SUBE B e Sz I e ELS C 
阴性 , BAES ELQOUR ES ZR HUI S EP, 毛发 根 
Bin] JLUBEHERG IT] E KROME] 2). 

REED XE ^] BC HUE ZI £s A] e DE C6. R I HE 
列 规则 、 致 客 , 与 Be AHA, RHED BRAE 
发 明显 较 Be RIK, 与 毛根 部 位 多 巴 染 色 阳 性 不 同 ， 
缺乏 黑色 素 , 但 结构 正常 ; 部 分 细小 绒毛 中 ， 仍 可 
见 规律 排 布 、 色 洋 浅 的 黑 素 颗粒 (图 3)。 

腹 侧 黄斑 小 鼠 的 脑 、 心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 、 肾 
EER Habe. SEG. PRSE. URBS. WRS E EA 
ITE. (APER. JÉASRCKTMSESMJISAR ROT. T 


















































EZARREN A HU) Pr DA BRURS o üt oA HERE 
指标 检测 结果 无 显著 性 差异 (数据 见 本 刊 网 页 补充 
材料 )。 
2.2 ”突变 基因 的 染色 体 初 步 定位 

腹 侧 黄斑 小 鼠 为 Be 背景 ,我 们 采用 Do 作为 定 
位 品系 。 将 腹 侧 黄斑 小 鼠 与 D 交配 索 殖 Fi 代 小 鼠 ， 
再 将 带 有 商 斑 表 型 的 Fi; 小 鼠 回 交 D; $35] F; V^] 5, 
先后 共 得 到 19%6 HF; 代 小 鼠 ， 其 中 有 黄斑 表 型 者 97 
只 ,， 表 型 正音 者 99 只 ; 提取 这 些小 限 基 因 组 DNA, 
用 于 PCR 扩 增 后 的 基因 型 分 析 。F; 代 小 鼠 的 被 毛 
颜色 共有 4 种 ， 除 了 与 杀 本 Be( 黑 色 ) 及 D;( 灰 白色 ) 
TH [IH] SACHE AER, 还 有 标 色 及 灰色 , 无论 是 哪 种 
颜色 , 均 能 可 徘 地 区 分 腹 侧 黄斑 表 型 。 将 所 有 ,小 
忌 根 据 是 否 具 有 黄斑 表 型 分 成 两 个 群体 ,分别 编 号 
用 于 基因 定位。 
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2 ^B BOO) 





的 多 巴 染 色 (x400) 






Fig.2 Slices of mouse skin with dopa staining (x400) 


A) Bs 小 鼠 背 部 皮肤 组 织 ; B) Be SE RED BRUT. BK ZH Z8; C) BALB/c 小 
BALB/c 小 鼠 腹 部 皮肤 组 织 。 黄 色 箭 头 指示 为 黑色 素 细 胞 。 


Ej db y 
BBU S T 


PIRA; D) Be 小 里 腹部 皮肤 组 织 ; E) 腹 侧 黄斑 小 鼠 腹 部 皮肤 组 织 ; F) 


A) Dorsal skin of Be mouse; B) Dorsal skin of VY" mouse; C) Dorsal skin of BALB/c mouse; D) Ventral skin of the Bg mouse; E) Ventral skin of VY? 


mouse; F) Ventral skin of BALB/c mouse. Yellow arrows indicated melanocytes. 





3 ”上 腹 侧 黄斑 小 鼠 和 Bg 小 鼠 被 毛 镜 下 照片 (x400) 
Fig.3 Photograph of hair under microscopic (x400) 
A) B5 小 鼠 背 部 被 毛 ; B) HEURES BUD HIE; C) Be ^ BUS RBI E; D) 
腹 侧 黄斑 小 鼠 腹 部 被 毛 。 
A) Dorsal hair from Bs mouse; B) Dorsal hair from VY” mouse; C) Ventral 


hair from Bg mouse; D) Ventral hair from VY?" mouse. 





对 突变 基因 所 在 染色 体 的 定位 ,是 通过 运用 本 
实验 室 先 前 建立 的 微 卫 星体 系 将 腹 侧 黄斑 小 鼠 突 
变 基 因 进 行 连锁 分 析 。 先 将 48 个 F BUE] DNA 
标本 用 39 个 微 卫星 组 成 的 标记 系统 逐一 扩 增 ,由 








于 微 卫 星 是 共 显 性 标记 , 分析 Fo 检测 结果 ,把 有 腹 
侧 黄斑 表 型 同时 伴 Be 及 Do 微 卫星 标记 及 无 腹 侧 黄 
斑 表 型 同时 伴 有 D; 微 卫 星 标记 的 标本 算 为 亲本 组 
合 数 ,， 反 之 作为 重组 合 记 数 (图 4)。 计 算 各 个 微 卫 星 
与 突变 基因 在 实际 重组 率 情 况 下 的 LOD 值 。 
D2Mit229 与 突变 表 型 的 LOD 值 为 5.79, 确定 与 腹 
侧 黄斑 突变 基因 连锁 ( 表 1)。 小 鼠 第 2 号 染色 体 全 长 
117 cM, D2Mit249 位 于 距 痢 丝 粒 47.5 cM 处 , 与 突 
变 基 因 的 重组 率 约 为 26.1%， 遗 传 距离 是 26.1 cM; 
而 D2Mit229 距 着 丝 粒 99 cM， 与 突变 基因 的 重组 率 
约 为 14.6%, 遗传 距离 是 14.6 cM， 故 推定 突变 基因 
位 于 D2Mit249 与 D2Mit229 之 间距 着 丝 粒 约 78 cM 
附近 (图 50D). 
2.3 ”突变 基因 的 精确 定位 

在 突变 基因 初步 定位 于 D2Mi1249(47.5 cM) 与 
D2Mit229(99.0 cM) 之 间距 着 丝 粒 约 78 cM 的 基础 
上 ， 课 题 组 在 突变 基因 附近 和 虽 选 了 D2Mit62(65 cM) 
及 D2Mit311(83.1 cM) 标 记 。 用 上 述 微 卫星 对 48 例 
腹 侧 黄色 被 毛 小 鼠 Fz 代 进行 了 基因 型 的 检测 ,结果 
发 现 突变 基因 与 D2Mit62 有 7 例 发 生 交换 ， 与 
D2Mit311 WA 4 WX, 而 D2Mit62 和 D2Mit311 
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表 1 不 同 微 卫星 与 腹 侧 黄斑 突变 基因 的 连锁 分 析 结 果 
Tab.1 Linkage analysis results of different markers and VY? 
向 卫星 名 称 (染色 体 , REGEL 22. eB ES) (cM) d on Recombination ratio ( 按 实际 重组 率 计算 ) 
Ho ; Number of F» rel 
Microsatellite Position of microsatellites (parental combination: LODS (At actual 
detected Eg ; 
(chromosome, distance from centromere) recombinant) recombination ratio) 
DSMIit4 8, 14 45 29:16 0.237 
D8Mit320 8, 59 45 26:19 0.043 
D2Mit293 2, 10 46 31:15 1.23 
D2Mit249 2, 47.5 46 34:12 2.38 
D2Mit229 2, 99 48 41:7 5.79 


O 亲 组 合 与 重组 合 的 计算 方法 ， 以 突变 基因 与 D2Mit249 连锁 分 析 为 例 IER 2 及 图 4。 


As an example of calculation method of parental combination and recombination, the course of linkage analysis between mutation gene and D2Mit249 is shown 


in Tab. 2 and Fig. 4. 


X2 上 腹 侧 黄色 被 毛 突变 基因 与 D2Mit249 的 连锁 分 析 
Tab.2 Detailed data of linkage analysis between VY'”° and D2Mit249 




















互 交 杀 本 MRE 
Crossing parents Back-crossing parents 
Bs D2 Fi D; 
基因 型 m Hå + È tm bó + Ü 
Genotype + bó + ü + di + d 


m 为 突变 基因 , + 为 野生 型 , b6 为 Be 型 D2Mit249, d2 为 D; 型 D2Mit249. 











Fo 表 型 及 数目 
Number and phenotypes of F 
32H EHE 
Parental combination Recombinant 
m bø + dł m d2 t bó 
+ d + d2 * d + È 
22 12 4 8 


m indicates mutation gene; + indicates wild type; b6 is the D2Mit249 of Bg and d2 is the D2Mit249 of D». 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 IO II 


图 4 D2Mit249 对 腹 侧 黄斑 小 鼠 Fo 检测 结 
Fig.4 Electrophoresis photographs detected by D2Mit249 


上 排 第 24 泳 道 为 Fi 对照 EAEE 112. 15. 16. 21—23 泳 道 为 具有 黄斑 表 型 F,， 其 余 为 无 表 型 F,,， 其 中 第 1、7、 
下 排 第 1 一 6、22 一 24 泳 道 检测 对 象 为 具 黄 斑 表 型 的 FE?， 其 余 均 为 无 表 型 


Be 纯 合 型 , 原因 不 明 , 第 7 泳 道 扩 增 失败 ， 其 余 瀛 道 均 为 连锁 。 


Fo 其 中 第 10、12、 


12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 


12. 19. 20 泳 道 重组 ， 
14、18、20、21、24 泳 道 重 组 , 第 3 泳 道 显示 基因 型 为 
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是 否 连锁 
Linkage 
or not 


确定 连锁 


重组 值 
Recombinant 
score 


12/46 


Upper: Lane 24 was the control of Fl mouse; lane 1 to 12, 15, 16 and 21 to24 were F mice with mutant phenotype, and other lanes were wild F> mice. Lanes 1, 


7, 12, 19 and 20 showed linkage, and others showed recombination. 


Lower: Lane 1 to 6 and 22 to24 were from Fz mice with mutant phenotype, and other lanes were wild Fz mice. Lanes 10, 12, 14, 18, 20, 21 and 24 showed 


linkage, and others showed recombination except lane 7, which failed to be amplified and lane 3, which showed Bg homozygote for unknown reasons. 


之 间 有 10 例 交 换 。 经 分 析 ， 突 变 基因 介 于 D2Mit62 
和 D2Mit311 之 间 ( 图 SC)。 我 们 在 这 个 区 域内 再 次 
jifix c Hg iu D2Mit17(69 cM 及 D2Mit310 (17.6 
cM)， 并 对 92 只 F; 小 鼠 ( 其 中 具有 腹 侧 黄色 被 毛 表 
型 者 47 只 , 无 腹 侧 黄色 被 毛 表 型 者 45 只) 进行 连锁 
分 析 , 发 现 突变 基因 与 D2Mit17 有 14 例 交 换 ， 与 
D2Mit310 间 有 7 W, 而 D2Mit17 和 D2Mit310 
之 则 有 18 BAR, 分 析 后 确定 突变 基因 介 于 两 微 
卫星 之 间 ( 图 SG@)。 随 后 我 们 继续 上 述 工 作 , 在 
D2Mit17 和 D2Mit310 之 间 的 区 域 筛选 并 得 到 2 个 























有 效 微 卫星 标 


id o: 


D2Mit304(73 


cM) 及 


D2Mit307(74.9 cM), 分 别 扩 增 92 个 样本 发 现 : 突变 
基因 与 D2Mit304 有 12 WX, 与 D2Mit307 有 10 
例 , 而 D2Mit304 和 D2Mit307 之 间 有 2 例 交 换 。 经 
连锁 分 析 计 算 ， 突 变 基 因 不 在 D2Mit304 和 
D2Mit307 之 间 ， 而 在 D2Mit307 下 游 远 离 着 丝 粒 处 。 
在 对 D2Mit307 和 D2Mit310 进行 连锁 分 析 后 ,我 们 
将 突变 基因 位 置 缩小 到 D2Mit307 和 D2Mit3710 之 间 ， 
即 距 着 丝 粒 74.9—77.6 cM 范围 内 , 分 析 结 果 见 图 5 
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D ? © ? e o e 9 ® ? 
D2Mit149 --47.5cM D2Mit62 65cM D2Mitl7 -]- 69cM — , D2MiG04 „f> 73cM rs13476833 -]-149804749bp 
"d "d -一 人 p?Miso 十 749M 
10 7 14 12 
— 10 4 

13 —* 10 —* ds | — s 

Mé 78cM? M M M 

6 4 7 7 M 
D2Mit229 = 99cM D2Mit311 十 83.1cM D2Mit310 十 77 .6cM D2Mit310 77.6cM rs27310903 十 155060764bp 





图 5 上 腹 侧 黄色 被 毛 小 忌 突 变 基因 定位 过 程 
Fig. 5 Mapping process of VY"* mutant gene 
竖 线 示 第 2 号 染色 体 ， 竖 线 左 侧 为 各 遗传 标记 及 各 标记 间 已 检测 出 来 的 发 生 交 换 标 本 数目 , 右 侧 是 各 标记 相应 距离 着 丝 粒 的 遗传 距离 或 物理 距离 M 


表示 符 定 位 的 黄斑 突变 位 点 。 











The left side of each chromosome shows the mutant gene, markers and their recombinant ratio between different sites. The right shows the position. M indicates 


the mutant gene. 





为 了 进一步 缩小 定位 范围 ， 需 要 再 选取 新 的 基 
因 组 标记 进行 连锁 分 机 。 在 D2Mit307 和 D2Mit310 
之 间 2.7 eM 范围 内 已 没有 合适 的 微 卫 星 位 点 的 情 
况 下 , 我 们 先后 从 20 个 SNP 标记 中 筛选 到 $ 个 可 
用 标记 , 扩 增 SNP 标记 的 设计 引物 及 多 态 性 见 表 
3。 利 用 这 5 个 SNP 对 196 个 FP Bi DNA 样本 进 
行 连锁 分 析 : 突变 基因 与 7833527370 和 rs29860819 
之 间 均 未 发 生 交 换 ， 突 变 基因 与 rs27310903 PLA 
1 例 发 生 交 换 , 与 间 有 A 例 交 换 ，rs73476833 与 


表 3 





rs27310903 则 友 生 交换 的 有 5 £l, 最 终 突变 基因 被 
定位 于 rs13476833 与 rs27310903 之 间距 着 丝 粒 149 
804749 bp 到 155 060 764 bp 间 大 约 5 256 015 bp {ù 
内 , 分 析 结 果 见 图 5 ©. 


3 iJ it 
3.1 关于 黄斑 小 鼠 的 表 型 特征 


对 突变 系 小 鼠 进行 必要 的 表 型 分 析 是 深化 研 
究 、 突 变 基因 鉴定 及 模型 开发 的 工作 基础 。Vy* 





微 卫 星 或 SNP. 引物 序列 以 及 标记 的 多 态 性 


标记 名 称 
Marker 


D2Mit62 


D2Mit17 


D2Mit304 


D2Mit307 


D2Mit310 


D2Mit3511 


rs13476833 


r$33521370 


rs29560819 


rs27310903 


rs3698553 


Tab.3 Primer sequence and polymorphism of markers 


PUE M E ICD RE EE UE E E E M E qc 


引物 序列 
Primer(5'-3') 
GGATACCGTTTGGAAAGTAAACC 
GCAAGAAGCACAGGAGGC 
AGGCAATTACAAGGCCTGG 
CACCCATCTCCCTCAGTCAT 
AAGCAGGTGTCGCTGATTG 
AGAAGATGGACCGAGGGG 
AGTTCCAGGGAATGAAACACC 
ACACCTCTGCCAACAGTGC 
TTTAAATGAAGAATAAGGTCAGAAACA 
GCATTAATTCTCATTCTCAATAATGG 
ACAGGCAGCCTTCCCTTC 
TCTGICCCGCTTCTGTTTICT 
GTCACACCAACCCCAGAGATTAC 
GICCGTTCAGAGGCTTGTGC 
TGCCCATCACATTTCCATTCA 
CCTCCTTCTCCCTCTTCCACAA 
CCGGGTACAGATATGGGGAAAAC 
GGGCTGCCTAGGAGAATGAAATA 
AGAAATCCTGAATGCTGGTGTTA 
AAAAGGATGTACTGGGCTGAGGA 
AGAGACAAGGGCAGATAAATA 
CCTTGAGATGGTGCGTGACA 


标记 多 态 性 


(BgD;)Polymorphism (bp) 


162/ 146 


205 /220 


120 /186 


150 /156 


138 /126 


128 /108 


G/A 


T/A 


C/T 


C/T 


C/T 


296 Nj 物 5 


小 忌 腹 部 表皮 及 毛 吉 内 多 巴 (+) 黑 色素 细胞 较 其 背 
景 品系 Be 少 , 毛发 镜 检 可 见 腹部 毛 友 颜色 浅黄 、 多 
数 毛 发 无 黑色 素 沉积 , 但 结构 正常 。 本 实验 采用 多 
巴 染 色 鉴 别 含 黑 际 小 体 的 成 熟 黑 色素 细胞 ,观察 结 
果 不 能 代表 黑色 素 细 胞 的 实际 数量 , 但 能 够 反映 
Vy“ 小 鼠 黑 色素 细胞 合成 黑 素 的 功能 (Spritz et al, 
2003)。 墨 素 合成 发 生 在 黑 素 细胞 中 , 这 种 细胞 来 目 
神经 峭 ， 大 致 经历 了 神经 虹 细 胞 、 黑 系 母 细胞 和 黑 
素 细 胞 三 个 发 育 阶段 。 黑 素 是 一 种 生物 多 聚 体 ， 它 
广泛 存在 于 人 和 动物 皮肤 、 毛 发 和 眼睛 中 。 动 物 黑 
素 可 分 为 两 类 : ERR, eB. Fifi 
或 黑色 ; ERR, 售 硫 原子 , EARM ER 
色 。 动物 与 人 的 皮肤 及 毛发 色 系 沉 看 决定 于 其 所 含 
真 黑 素 与 脱 黑 素 的 相对 量 (Hornyak, 2006; Price & 
Fischer, 2001)。 真 黑 系 与 肪 黑 素 间 的 比例 由 多 种 不 
同 的 因素 所 调控 , OMERE MARA M 
胞 内 包含 筑 基 的 还 原 剂 的 生物 利用 度 。4gov 太 、 
Pomc 和 Extension 等 基因 参与 了 调节 过 程 ， 其 中 小 
ILI agouti 位 点 位 于 2 号 染色 体 ， 其 编 但 一 种 劳 分 
泌 信 号 分 子 (agouti signal protein, ASP), PEERY 
素 细 胞 合成 及 黑 素 而 不 是 真 黑 素 。agowi 基因 的 表 
达 会 引起 脐 黑 素 的 产生 , 不 表达 时 则 引起 真 黑 又 的 
产生 ,其 对 真 黑 素 和 脱 黑 素 之 间 转 换 的 作用 仪 局 限 
于 皮肤 , 而 体内 其 他 部 位 的 黑 素 细胞 及 控制 眼色 的 
色素 细胞 不 受 影响 UMatsunaga et al, 2000)。VY“ 小 
限 黄 斑 腹 部 丙 斑 的 形成 机 制 与 黑色 素 细胞 缺乏 
相关 还 是 与 黑色 合成 比例 相关 ， 尚 需 进一步 明确 。 
但 现 有 资料 显示 ,， 如 末 是 黑 系 细胞 的 迁徙 问题 ， 如 
Kit 基因 突变 导致 的 黑色 素 细 胞 迁徙 问题 通 单 导 致 
腹部 被 毛 闫 色 晶 化， 而 腹 侧 黄斑 形成 最 大 的 可 能 
性 不 在 于 黑色 素 细 胞 的 缺失 ， 而 是 黑色 素 合 成 
障 但 。 

上 腹 侧 黄 斑 是 突变 系 小 鼠 的 外 在 表现 ， 这 种 小 鼠 
是 否 同时 伴 有 其 他 具有 疾病 特征 的 表 型 呢 ? 我们 
在 检索 小 忌 表 型 组 数据 库 (http:/phenome.jax.org) 时 ， 
发 现 有 1 例 突变 小 鼠 与 VY 腹 侧 黄斑 小 鼠 表 型 相 
b. (http://phenome.jax.org/db/q?rtn-strains/details& 
strainid-1), XPF BRIDE UIS. fd ELTRE S ER 
ESM, 在 行为 上 表现 为 目 闭 症 (Wahlsten et al, 
2003; Scattoni, 2008)。 但 是 我 们 对 VY "^ 7| BC EA BERI 
体 及 海马 连 合 处 进行 解剖 观察 ,未 见 缺 失 或 缩小 。 
另 有 研究 表明 ， 腹 侧 商 斑 相 关 基 因 如 agouti KIE 
T, PANS FAKER KERKE, LIAW 
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与 环境 的 适应 性 进化 (Manceau et al, 2011) 及 血糖 水 
平 密切 相关 (Overton & Leibel, 2011)。 我 们 也 发 现 了 
Fr “小 鼠 血 糖水 平 不 稳定 (资料 未 显示 )， 正 对 其 进 
行 深入 细致 的 检测 分 析 。 
3.2” 腹 侧 黄 斑 的 定位 与 候选 基因 
与 通过 FISH 法 定位 特定 基因 组 序列 不 同 (Liu 

et al，2008)， 通 过 连锁 分 析 进 行 突变 基因 定位 古 
遗传 学 的 基本 手段 ， 由 于 小 鼠 基 因 组 标记 十 分 丰 
盏 ， 这 一 工作 比较 方便 ， 但 必要 的 表 型 分 析 及 小 鼠 
表 型 组 数据 库 的 充分 利用 对 于 提高 突变 基因 定位 
的 效率 特 列 有 帮助 。 腹 侧 黄 色 和 被 毛 是 一 种 黎 有 表 型 ， 

在 对 其 定位 乙 前 ,我们 通过 小 局 表 型 组 数据 库 ， 
RIL BTBR T+ 小 鼠 与 “小 鼠 具 有 相似 的 表 
型 ， 且 相关 的 突变 基因 位 于 第 2、 第 8 号 及 第 17 S 
染色 体 上 (http://phenome.jax.org/db/q?rtn=strains/det 
ails&strainid-1), KIE, 我们 优先 使 用 这 三 条 染色 体 
上 的 微 卫星 标记 进行 连锁 分 析 , 在 扫描 第 2 写 染 色 
体 时 就 将 突变 基因 成 功 定 位 。 这 样 的 定位 策略 大 幅 
度 减少 了 工作 量 ， 提 高 了 工作 效率 。 尽 管 在 定位 过 
程 中 进行 了 反复 多 次 的 标记 筛选 ,通过 196 只 小 
忌 很 快 驶 将 突变 基因 上 所 在 区 域 综 小 到 rs73476833 
( 距 着 丝 粒 149804749 bp) rs27310903 ( 距 着 丝 
hi 155060764 bp) 之 则 约 5 256 015 bp 的 范 
内 。 

由 于 agouti 基因 与 下 斑 表 型 的 密切 联系 ， 加 上 
黄斑 基因 被 定位 在 agouti 附近 (http://www. 
informatics.jax.org/javawi2/servlet/WIFetch?page-ma 
rkerDetail&key-3, Chr2:154617138-154876748 bp), 
我 们 以 agouti 为 候选 基因 , 做 了 多 次 mRNA 的 测序 
工作 , 但 一 直 未 能 鉴定 出 突变 碱 基 ， 尽管 如 此 , 我 
TTA PI SE Ze VA AED RE Se UY 7 BREL) v DER 
生成 。 由 于 ,目前 定位 的 区 间 略 大 ,5.3 Mb 范围 内 尚 
有 157 个 基因 ， 认 定 agouti 为 突变 基因 尚 有 一 定 风 
险 ， 课 题 组 将 进一步 繁殖 Fo 小 鼠 到 600 KAE, A 
用 更 高 密度 的 SNP 标记 将 突变 基因 定位 到 50 万 碱 
基 以 内 ,这 样 鉴定 突变 基因 的 可 靠 性 会 更 高 。 如 采 
人 确认 agouti 不 是 基因 突变 , 这 一 小 了 女将 有 极 大 的 科 
学 价值 ， 因 为 到 目前 为 止 , 除 agouti 基因 以 外 , 在 
突变 基因 有 的 定位 区 间 内 ,尚未 发 现 其 他 基因 与 腹 侧 
黄斑 形成 有 关 ， 即 便 是 agouti 基因 突变 ， 极 可 能 是 
agouti 基因 的 一 个 狐 等 位 基因 ， 对 研究 agouti 基因 
的 功能 也 有 一 定 意义 。 本 文 结 末 对 进一步 精细 定位 
并 鉴定 黄斑 突变 基因 更 定 了 民 好 的 基础 。 
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